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‘Flowcytometrie bij MDS’

DOEL EN STREKKING

Dit document beschrijft de monstervoorbereiding, monsteropwerking en meting ten
behoeve van de immunofenotypering van patiénten met de verdenking
myelodysplastisch syndroom met behulp van de flowcytometer. Daarnaast zijn richtlijnen
ten behoeve van analyse van de data en interpretatie van de resultaten weergegeven.

INLEIDING
De diagnostiek van myelodysplastisch syndroom (MDS) berust op morfologische en
cytogenetische criteria. De immunofenotypering van beenmerg zou een bijdrage kunnen

leveren aan het stellen van de diagnose. Bij de immunofenotypering wordt met behulp
van een panel monoklonale antistoffen de antigene opmaak van verschillende

subpopulaties hematopoetische cellen bepaald. Dit is van belang voor het bepalen van
afwijkingen in de uitrijping van bloedcellen ofwel hematopoiese.

Referentiewaarden
leder laboratorium dient beenmerg van minimaal tien gezonde individuen te bepalen.

Deze gezonde individuen dienen van een overeenkomstige leeftijdscategorie te zijn als
de van MDS verdachte beenmergen. Deze resultaten dienen als referentie voor het

beoordelen van de resultaten.

PRINCIPE

Met behulp van bepaalde combinaties van monoklonale antistoffen, welke direct
gekoppeld zijn aan fluorochromen, kunnen differentiatiepatronen van verschillende
subpopulaties (erytroide cellen, blasten, granulocyten, en monocyten) in kaart worden
gebracht. Het panel monoklonale antistoffen (zie verder in dit document) dat hier voor
wordt gebruikt, is vastgesteld door de werkgroep ‘Immunofenotypering bij MDS’ van de
NVC.

In normaal beenmerg zijn de differentiatie patronen binnen een subpopulatie zeer
constant. Afwijkingen in de differentiatie of expressie kunnen wijzen op een
zZiekteproces.

Voorbeelden van een afwijking zijn een lage of hoge expressie van een bepaald
antigeen of de expressie van een “lineage infidelity marker” (expressie van een marker
die normaal gesproken niet tot expressie wordt gebracht op myeloide cellen).

UITVOERING

Monsterafname en verwerking

Het beenmerg wordt afgenomen in Heparine, Citraat of EDTA. EDTA kan de expressie
van calcium gebonden antigenen beinvioeden. Om deze reden verdient Heparine
ontstold beenmerg de voorkeur.

Bloedbijmenging kan de analyse van voornamelijk de uitrijping van de granulocyten
beinvioeden.

De verwerking van de beenmerg monsters dient binnen 24 uur na afname plaats te
vinden. Eventuele toevoeging van een kweekmedium met glucose (verhouding 1:1) kan
de celvitaliteit verlengen.

Versie 1.0 Pagina 2 van 16



‘Flowcytometrie bij MDS’

De isolatie van de leukocyten wordt verricht door middel van het lyseren van de rode
bloedcellen met behulp van ammoniumchloride (NH,CI). Om buis tot buis verschillen
door lysis te minimaliseren, dient er gebruik gemaakt te worden van bulk lysis.

De lysisoplossing dient geen fixatief te bevatten. Een fixatief zorgt voor veranderingen in
scatter patronen en merker expressie. Dit kan de analyse van de differentiatiepatronen
bemoeilijken.

Indien er na de lysisstap nog macroscopisch rode bloedcellen aanwezig zijn, is een
tweede lysisstap aan te bevelen. De aanwezigheid van een overmaat aan niet
kernhoudende rode bloedcellen maken het gaten van de leukocyten subsets zeer lastig.

Antistof kleuring
De werkgroep ‘Immunofenotypering bij MDS’ heeft onderstaand antistofcombinaties
opgesteld:

Combinatie:

1 CD45 PBS PBS PBS

2 CD45 CD16 CD11b CD13

3 CD45 CD71 CD117 CD235a
4 CD45 CD15 CD11b HLA-Dr
5 CD45 CD36 CD14 CD33

6 CD45 CD34 CD123 HLA-Dr
7 CD45 CD34 CD117 CD13+CD33
8 CD45 CD34 CD7 CD56

9 CD45 CD34 CD5 CD19
10 CD45 CD34 CD11b CD15

Te gebruiken fluorochromen:

De antistoffen in bovenstaande tabel zijn te gebruiken met verschillende fluorochromen.
leder lab kan dit naar aanleiding van beschikbare antistoffen inrichten in meervoudige
kleuringen. Bij de keuze voor de fluorochromen dient er rekening gehouden te worden
met de markers waarvan bekend is dat deze zwak tot expressie worden gebracht. Deze
zwakke markers dienen bij voorkeur gemeten te worden met een sterk fluorochroom
(bijv. PE of APC). Daarnaast verdient het de voorkeur om CD34 aan te kleuren met een
APC gelabelde antistof. Dit vergemakkelijkt de gating op de CD34 positieve populatie en
dus de detectie van aberranties op deze cellen.

Het spreekt voor zich dat de antistoffen getitreerd dienen te worden op daarvoor
geschikt materiaal.

Aspecifieke binding
Aspecifieke binding van o.a. T-cellen aan monocyten kan voorkomen worden door een
pré-incubatie met humaan Immuunglobuline of humaan serum.

De antistoffen dienen verdund te worden in een wasbuffer (PBS met BSA of HSA).

Bij voorkeur wordt er per combinatie 500.000 cellen gekleurd. Hierdoor kan er een
constant aantal cellen geanalyseerd worden.

Na incubatie (15 minuten, kamertemperatuur, donker) worden de cellen één maal
gewassen met wasbuffer en vervolgens geresuspendeerd in wasbuffer. De cellen zijn nu
gereed voor het meten op een flowcytometer.
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Het inlezen van de monsters dient binnen 3 uur te gebeuren, bij voorkeur direct na de
wasstap. Indien de gekleurde monsters niet direct gemeten kunnen worden, dienen
deze in de koelkast bewaard te worden.

Instrument setup

Voor flowcytometrie bij MDS is een juiste instrument set-up (PMT voltages en
compensatie matrix) van groot belang. De flowcytometer dient dagelijk gecontroleerd te
worden met behulp van mulitcolor beads. De controle van de compensatie settings kan
wekelijks geschieden.

De dagelijkse controle dient genoteerd te worden zodat eventuele verloop in de
sensitiviteit van de lasers zchtbaar is. Een mogelijkheid hiervoor zijn de Levy-Jenning

plots. Een minimaal verloop in de sensitiviteit is nodig voor een juiste vergelijking van de
MDS aanvragen ten opzichte van de (eerder gemeten) normale controles.

Inlezen van de samples
Per antistofcombinatie dienen minimaal 100.000 leukocyten (CD45 positief) gemeten te
worden. Indien er sprake is van een kleine populatie cellen, zoals vaak bij CD34

positieve cellen, dienen er minimaal 250 events van de betreffende populatie ingelezen
te worden.

Analyse van de data

De verschillende antistofcombinaties worden via onderstaande stroomschema’s
geanalyseerd. Bij de stroomschema’s is de FSC/SSC gate overal weggelaten. Deze
gate dient bij elke analyse als eerste gezet te worden voor het uitsluiten van debris. Er
dient opgemerkt te worden dat de kernhoudende rode cellen niet uitgesloten worden
voor analyse.

In de stroomschema’s staat beschreven welk plots er gemaakt worden en vervolgens
welke populaties gedefinieerd dienen te worden. Een pijl tussen de verschillende
stappen geeft aan dat er verder wordt gewerkt met de geselecteerde populatie.

Voor het bepalen van de achtergrond van de verschillende fluorochromen en eventuele
autofluorescentie, wordt er gebruik gemaakt van de PBS buis (antistofcombinatie 1).
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Definities celpopulaties

Subpopulatie Definitie

Erytroide voorlopers CD45; CD235a’; CD71, SSC™

Myeloblasten CD45™; SSC™; CD34"; CD117°; CD13
en/of CD33"

Granulocyten CD33"; SSC™" backgating CD45/SSC

Monocyten CD14"; backgating CD45/SSC

Lymfocyten CD45™™;, SSC™

Precursor B-cellen CD45™; SSC™ CD34"; CD19"

Plasmacytoide DC’s CD123%; HLA-Dr™

Basofiele granulocyten || CD123"; HLA-Dr’; SSC*™"

Promyelocyten CD34; CD117%;, SSC™"

Deze subpopulaties worden weergegeven als % van de kernhoudende cellen inclusief
kernhoudende cellen van de erytroide reeks.

Opmerkingen:

Monocyten:

Indien hypogranulaire granulocyten het gaten van monocyten in de CD45/SSC plot
bemoeilijken, kan de CD33 aankleuring gebruikt worden om granulocyten en monocyten
te onderscheiden (respectievelijk zwakke en sterke CD33 expressie). Een andere
mogelijke merker voor het bepalen van het percentage monocyten is CD64. Echter is
deze merker nog niet opgenomen in de verschillende antistofcombinaties.

Indien het materiaal ouder wordt kan er sprake zijn van twee populaties monocyten in
een FSC/SSC plot. Beide dienen meegenomen te worden bij de analyse van de
monocyten.

Precursor B-cellen

Deze cellen worden gegate op het criterium CD34", CD19" en SSC low. Echter CD19
kan ook als aberrante merker tot expressie gebracht worden op myeloblasten. In dit
geval kan de SSC en CD45 expressie onderscheid maken tussen myeloblasten en
precursor Bcellen. De myeloblasten populatie heeft een hogere SSC dan de precursor
B-cellen.

CD33 polymorfisme

Er is een CD33 polymorfisme beschreven. Dit betekent dat CD33 op alle betrokken
cellijnen (myeloblasten, granulocyten en monocyten) zwakker tot expressie gebracht
wordt. De verhoudingen in CD33 expressie tussen de verschillende subpopulaties blijft
echter wel gelijk.

Aggregaat vorming bij CD15 aankleuring

De beschikbare CD15 antistoffen hebben een IgM isotype. Hierdoor kan er sprake zijn
van aggregaat vorming tijdens de antistofincubatie. Uittitratie kan aggregaat vorming
verminderen.

Eosinofiele granulocyten

Voor een juiste interpretatie van de granulocyten dienen de eosinofiele granulocyten
uitgesloten te worden bij analyse. De eosinofiele granulocyten kunnen uitgegate worden
met behulp van het volgende criterium: CD11b+, CD16-, FSC"".
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CD34 negatieve blasten
Het percentage blastaire cellen wordt bepaald aan de hand van de CD34 aankleuring.
Men dient altijd alert te blijven op CD34 negatieve aberrante blasten.

CD45 negatieve blasten
CD45 kan aberrant afwezig zijn op myeloide blasten.

Interpretatie van de data

Aberrante merker expressie

Een merker wordt aberrant gescoord indien meer dan 10% van de cellen (i.e. = 25
events) deze merker tot expressie brengt.

Over- en onderexpressie van de markers

Over- en onderexpressie wordt beoordeeld aan de hand van de Mean Fluorescence
Intensity (MFI) van de normale beenmergen. Indien er meer dan een halve log verschil is
ten opzichte van de normale aankleuring wordt de over- of onderexpressie gescoord.
Een halve log verschil is te berekenen met een factor 3,3.

Voor het beoordelen van de overexpressie op CD56 op monocyten wordt 1 log verschil
aangehouden. CD56 kan ook tot expressie gebracht worden op geactiveerde
monocyten.

Ratio’s ten opzichte van de lymfocyten.

Om de granulariteit en de CD45 expressie te scoren wordt de SSC mediaan en de CD45
mediaan van de verschillende populaties gedeeld door de mediaan van de lymfocyten.
De lymfocyten zijn veelal niet aangedaan bij een MDS en kunnen om deze reden als
noemer gebruikt worden bij het berekenen van de ratio’s.

Beoordeling van uitrijpingspatronen

Indien er sprake is van een toename van een leukocyten subset dient het aantal events
bij de beoordeling van de uitrijpingspatronen aangepast te worden aan het aantal events
in het referentie plot (hormale beenmergen), zoals maximaal 20.000 granulocyten in een
te beoordelen granulocyten differentiatiepatroon.
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Bijlage 1: Scoreformulier flowcytometrie
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naam MDS flowcytometrie
reg.nr.
pt.nr. datum
Differentiatie ery myeloblast* granulo* mono* lymfo*
CD71+235a+ CD34+117+13+33+ | CD33+45+SSC | CD14+45+SSC CD45+SSC
percentage (*in leukocytenfractie)
ratio tov lymfocyten
Expressie ery myeloblast granulo mono lymfo
algemene parameters
SSC (mediaan)
SSC ratio tov lymfocyten
CD45 (mediaan)
CD45 ratio tov lymfocyten
specifieke parameters | intensiteit / % intensiteit / % intensiteit / % intensiteit / %

CD11b / / /
CD13 / / /
CD14 / / /
CD15 / / /
CD16 / / /
CD33 / / /
CD34 / / / /
CD36 / / / /
HLA-DR / / /
CD117 / / /
CD123 /
CD71 /
CD235a /

lineage infidelity parameters
CD5 / / /
CD7 / / /
CD19 / / /
CD56 / / /
Relatie tussen markers * ery myeloblast granulo mono lymfo
CD34/ CD117
CD11b /CD13
CD16/CD13
CD11b / CD16
HLA-DR / CD11b
CD15/HLA-DR
CD14/CD33
CD14 / CD36
CD71/CD235a
CD117/CD71
* normaal patroon: 0, afwijkend patroon: 1
Overige
% precursor B-cellen (CD45dimCD34+19+SSClow) Morfologie

% basofiele granulocyten (CD123+HLA-DR-)

Cytogenetica

% plasmacytoide DC (CD123++HLA-DR+)

% promyelocyten (CD34-CD117+)

MDS flow-score
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